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Frist, Verdffentlichung wird wiederholt falls Anderungen 

eintreffen. 



(54) Title: PROBIOTICALLY ACTING FORMULATIONS 

(54) Bereichnung: PROBIOTISCH WIRKSAME FORMULIERUNGEN 

(57) Abstract 

The invention relates to a probiotically acting formulation which contains micro-organisms stabilised by lyophilisation, and a food 
carrier which allows the lyophilisatcd micro-organisms to pass through the gastric juice in a higher gemmation mdcx. The lyophilisaled 
micro-organisms in the carrier are melted. The invention also relates to the use of said formulation as a food additive and food, in particular 
muesli, containing this formulation. 

(57) Zusammenfassung 

Bcschncbcn wird einc probiotisch wirksamc Formulierung enthaltcnd durch Lyophilisicrung stabilisicrte Miknoorganismcn und 
einen Icbcnsmitteltechnischen TrSgerstoff, wclcher den lyophilisiertcn Mikroorganismcn cincn Magcnsaft-Durchtritt m hdhcrcr Kcimzahl 
crmdglicht. wobci die lyophilisiertcn Mikroorganismcn im TrSgcretoff cingeschmolzcn sind. dercn Verwendung als Icbcnsmitteltcchnischer 
Zusatzstoff sowie Lcbcnsmittcl, insbcsondcre MQsli. enthaltcnd dicsc Formulierung. 
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Probiotisch wirksame Formuiierungen 

Die Erfindung betrifft probiotisch wirksame Formuiierungen, ins- 
besondere zur Anwendung im Bereich der Lebensmitteltechnologie . 

Als "Probiotika" werden nach einer modernen Definition ( Havenaar 
et al., "Probiotics : A General View" in: "The Lactic Acid Bacte- 
ria, Volume 1", B.J.B. Wood Ed. (1992), Elsevier Applied Science, 
155/156) Mono- Oder Mischkulturen lebender Mikroorganismen be- 
zeichnet, die an Tier and Mensch angewendet werden una den Wirt 
durch die Verbesserung der Eigenschaf ten der natiirlich vorhandenen 
Mikroflora vorteilhaft beeinf lussen . Das bedeutet, daB der Begriff 
Probiotika nur auf Produkte zutrifft, die 

lebende Mikroorganismen enthalten (z.B. als gef riergetrock- 

nete Zellen oder in f ermentierten Produkten), 

den Gesundheitsstatus von Mensch und Tier verbessern, 

die Wirkung im Mund, dem gastrointestinalen Trakt, dem obe- 

ren respiratorischen Trakt oder dem Urogenitaltrakt entfal- 

ten konnen. 

Der Begriff "Milchsaurebakterien" (MSB) umfaBt eine Kategorie von 
Mikroorganismen, die in den letzten Jahren, bedingt durch ihre 
humanspezif ischen und lebensmitteltechnologischen Eigenschaf ten , 
in den Mittelpunkt des wissenschaf tlichen Interesses geruckt sind 
und in zunehmenden AusmaB in probiotischen Zusammensetzungen vor- 
gesehen werden. 

Taxonomisch beinhaltet das Spektrum der Milchsaurebakterien der- 
zeit im wesentlichen die Gattungen Lactobacillus, Streptococcus, 
Lactococcus, Leuconostoc, Enterococcus, Bifidobacterium, Carno- 
bacterium und Sporolactobacillus (Sergey's Manual of Systematic 
Bacteriology, IX. Aufl.)- Einige dieser Vertreter (Lactobacillus, 
p ^- f : rinba'-^tpr i !]n^ unri Fnterococcus ) qelten als naturliche und niltz- 

I ungsyewonnnei te:. - ^: i tei seine.: . ra^ i ;;.z din e: . ^ui . , 

gemexn wird die Wirkung der Milchsaurebakterien in vier Haupt- 
effekte unterteilt: 
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1. Biochemische (u.a. Verbesserung der Nahrstof fverwertung ) 

2. Physiologische (u.a. Stimulierung der Darmperistaltik ) 

3. Antimikrobielle (z.B. repressive Wachstumshemmung 
pathogener Keirae) 

4. Kompetltive (z.B. Inaktivierung von Enterotoxinen ) . 

Die Erhaltung einer ausgewogenen Mikroflora des Darmes durch die 
Applikation bestimititer MSB iiber den Nahrungsmittelweg erscheint 
daher aus den obgenannten Gtiinden als zielfahrend. im Vordergrund 
stehen heute diatetische, prophylaktische und therapeutische Indi- 
kationen, wie u.a. bei Reisediarrhoe , Behandlung von Obstipatio- 
nen. Restitution einer gestorten Darmflora nach Antibiotikaein- 
nahme, regulierende Funktion bei Stress-Situationen, Erniedrigung 
des Cholesterinspiegels, Krebstherapie, Zahnf leischentziindungen. 
Vaginitis, bei diversen Diatformen, etc.. 

Menschen auf der ganzen Erde haben mit MSB fermentierte Milchpro- 
dukte (fMP) als gesunde Nahrung seit sehr langer Zeit zu sich ge- 
nonunen. Seit 1956 wird die Konsumation von fMP von der Internatio- 
nal Dairy Federation erfaBt und auf gezeichnet . Die Konsumation von 
Yogurth hat z.B. betrachtlich zugenommen, vermutlich wegen dem 
wahrnehmbaren gesundheitlichen Nutzen (pro Kopf -Konsumation 1987 
in Osterreich: 7 kg; in Deutschland (West): 9,7 kg; Spanien: 7,3 
kg; Schweiz: 16,5 kg; Fernandes et al., "Fermented Dairy Products 
and Health" in: "The Lactic Acid Bacteria, Volume 1", B.J. Wood 
Ed. (1992), Elsevier Applied Science, 298). Diese herkttmmlichen 
Lebensmittel enthaltende lebende Mikroorganismen jedoch in zu 
niedriger Konzentration und erfilllen nicht die notwendigen Voraus- 
setzungen, urn die fiir eine effiziente Wirkung unbedingt notwendlge 



I T ^ r 1 -r- Lr r\ ■ 



tribution of Microorganisms' 
Verlag, 160), 



S.A.W. Gibson Ed. (1994), Springer 



wo 97/16077 



PCT/AT96/00212 



- 3 - 

bakterien is1: entscheidend, daB sie in genugend hoher Keimdichte 
auf genommen werden, da durch die naturlichen Barrieren stSndig die 
AbtGtung von Mikroorganismen erfolgt. 

Insbesondere bei der direkten peroralen Verabreichungsf orm lebens- 
f^higer Mikroorganismen ist zu beachten, daB je nach Gattung bzw. 
Stamm der gr6Bte Tail der Bakterien bereits im Magen aufgrund des 
dort vorherrschenden sauren Millieus zerstbrt wird. 

Lebende Mikrnnrganismen sind schwer stabilisierbar , in Praparatio- 
nen liegen sie daher meist in getrockneter Form vor. Die Darstel- 
lung kann durch unterschiedliche Trocknungsprozesse, wie Lyophili- 
sation, Spriihtrocknung , etc. erfolgen. 

Die Verarbeitung zu Tabletten mit magensaf tresistenten Filmaberzii- 
gen ist problematisch: einerseits ist das Oberzugsmaterial (z.B. 
Eudragit® ) fUr Lebensmittelprodukte nicht zugelassen, andererseits 
wird die Anzahl der lebensf ahigen Mikroorganismen durch den 
Tablettiervorgang aufgrund der einwirkenden Scherkrafte meist 
stark reduziert. Eine Verabreichung in magensaf tresistenten Hart- 
gelatinekapseln bleibt wegen der speziellen und teuren Technologie 
auf den pharmazeut ischen Bereich beschrankt. 

SchlieBlich sind bei vielen auf dem Markt befindlichen Produkten 
erhebliche Qualitat sschwankungen f estzustellen . Das liegt haupt- 
sachlich daran, daB die groBtechnische Herstellung und Verarbei- 
tung von probiotisch wirksamen Formulierungen aufgrund ihrer bio- 
logischen Natur heikei und nur schwer reproduzierbar ist ( Brennan 
et al., J. Food Prot. 46 (19B3), 887-892). 

Die Aufgabe der vorliegenden Erfindung besteht daher darin, eine 
rrobiotisch wirksame Formulierung zur Verfugung zu stellen, welche 



reproduzierbarei Wexse ciuljj; y i ooreui u ix::.-^ ^ -^'^ ^t.::^t,e ... .... * v^^: wen 

det werden kann. Daruberhinaus soilten diese Formulierungen eine 
hohp Laaerstahi 1 1 tat aufweisen, was insbesondere bei derart emp- 
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DlesG Aufgabe wird erf indungsgem&B gel6st durch eine probiotisch 
wlrksame Formulierung umfassend durch Lyophilisierung stabilisier- 
te Mikroorganismen und einen lebensmitteltechnischen TrSger- und 
Hilllstoff, welcher den durch Lyophilisierung stabilisierten Mikro- 
organismen einen Magensaf t-Durchtritt in einer mindestens um das 
Zehnfache hCherer Keimzahl, verglichen mit der reinen, getrockne- 
ten Mikroorganismen-Praparation, ermoglicht, wobei die durch 
Lyophilisierung stabilisierten Mikroorganismen im TrSgerstoff ein- 
geschmolzen oder - im Falle von flussiger oder breiiger Konsistenz 
des Tragerstoffes - in diesem Tragerstoff suspendiert ist. 

Die Besonderheit der vorliegenden Erfindung besteht darin, daB ei- 
ne mikroorganisraenhSltige Formulierung hergestellt wird, die einen 
hohen Grad an Magensaf tresistenz aufweist und einfach zu verarbei- 
ten ist. Die Herstellung kann mit hoher Reproduzierbarkeit auch 
groStechnisch durchgefiihrt werden; die erhaltenen Formulierungen 
eignen sich hervorragend als Zusatz zu Lebens- und Genufimitteln. 

Erst die Einbettung in geeignete lebensmitteltechnische Trager- 
stoff e ermfiglicht, dafl eine uberraschend hohe Anzahl von lebenden 
Zellen in den Darm gelangen k6nnen. Die bisher verwendeten magen- 
saf tresistenten Lacke wie Eudragit® sind nur zur Verabreichung von 
auBerst limitierten Mengen erlaubt, sie sind aber nicht Lebens- 
mittel-tauglich und insbesondere ungeeignet bei den Mengen an pro- 
biotisch wirksamen Formulierungen, welche zwangslaufig beim Ver- 
zehr eingenommen werden. 

Besonders bevorzugte lebensmitteltechnische Trager- und Hilfs- 
stoffe sind Pflanzenfette bzw. Pf lanzenf ett-Produkte . Dazu sind 
erfindungsgemSB besonders zu zShlen: flussige PflanzenCle auf 
Basis von Naturstoffen mit geringen Anteilen ( unter 3 % ) von unge- 
sattigten FettsSuren (incl. handelsObliche teilhydrierte Ole, die 



( - - ....... . . . .. . , ..^ , ^. ^ ... , ^ i^.. ^ . , t^; o J i u t.^ 1. t. ■ 



a- 



Hydrierung, oder andere Kakao-Produkte . wie insbesondere Schokoi 
de. Die erf indungsgemSfien Trager- und Hilfsstoffe zeichnen sich 

ciurnh wpi-qphonde Wasser f re : ho :. ^ .1;;-. W.i ss- 1 ;;e.:^a 1 t 1 ecp 

unter u , :, ^, voizugsweisp uritei" ^.;,0i%, ... r .sbesc::KJprG unter 0 OCl i 
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Diese Trager- und Hiillstoffe bilden einen effizienten Schutz nicht 
nur gegen Feuchtigkeit bei der Lagerung, sondern auch bei der 
Magen-Passage. Welters wird durch die einfache M5glichk:eit der 
Verarbeitung ( Einschinelzug, Suspension) die technologische Um- 
setzung zu fertigen Lebens- und GenuBmitteln sehr erleichtert: . Der 
Trager- und Hullstoff kann im einfachsten Anwendungsf all direkt 
als Schmelze appliziert werden und haftet nach dem Erkalten auf 
dem Lebens- bzw. GenuBmittel an dessen Oberflache an. Welters wird 
durch das Vorllegen In elngeschmolzener bzw. suspendierter Form 
\7oT-^rhf^i tuna erheblich erleichtert, da auch hlerbei 
der Tragerstoff den empf Indllchen Mlkroorganlsmen diese Schutz- 
hulle bietet. 

Die erfindungsgemaflen Pr^parationen konnen in einfacher Welse in 
komplexere Lebensmittel elngearbeitet werden. So kann die Schoko- 
iade, in welche die lyophilisierten Mlkroorganlsmen eingeschmolzen 
worden sind, leicht zur Herstellung eines diMtetisch wertvollen 
MUesli, Schokoriegel oder Kakaogetr^nk verwendet werden. Dies gilt 
naturlich auch fur die anderen Pf lanzenf ette, insbesondere die 
vollst^ndig hydrierten Pf lanzenf ette, wobei in diesem Fall das An- 
wendungsspektrum noch erheblich groBer ist. Diese k6nnen bei- 
spielsweise fur Konditoreiwaren oder Fullungen aller Art in der 
Lebensmltteiindustrie Anwendung finden. 

Die Einbrlngung der Mikroorganismen in den Tragerstoff kann ins- 
besondere zwei Probleme aufwerfen. Bedingt durch die Schmeizwarme 
k6nnen lyophilisierte Michsaurebakterien geschadigt werden. Es 
sollten daher nicht allzu hohe Temperaturen bei der Herstellung 
angewendet werden diirfen. Als feste Tr&gerstoffe kommen daher sei- 
che Stoffe in Betracht, welche sich schon bei Temperaturen unter 
60°C, vorzugsweise unter 50^C oder - noch bevorzugter - bei maxi- 
zumindest teilweise verflussigen lassen. Beim Ein- 



den Tragerstctr ei:;uedx ce^ *_e t weiaei.. 



Has zweite aroQe Problem bei der Verarbeitung iiegt in den nach- 

^ei 1 i:.;en : .yq r i : s r:GiM s v.:nu r. .iqensc::,..! ten .,y 3^;n : 1 i s . > * r: 

Lyophilisate weisen nacli dem Gef r lertrccknungsprozni. a^-Werte 
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Bereich von 0,1 bis 0,15 auf. Sie sind befahigt, aus der Umgebung 
Wasser rasch in groBer Menge aufzunehmen. Da in jedem 
Milchsaurebakterien-Lyophilisat NShrbodenreste enthalten sind, 
wird durch die Wasserauf nahme unmittelbar eine Initialisierung der 
LebensvorgSnge in den Mikroorganismen herbeigef tihrt . Dies gilt 
selbstverstandlich noch mehr fiir Bakterien-Praparate, welche nicht 
als Lyophilisate vorliegen, sondern beispielsweise als spruh- oder 
w^rmegetrocknete Joghurt-, Voll- oder Magermilchkulturen , da jene 
noch einen viel hoheren Gehalt an NShrstoffen aufweisen und daher 
eine Initialisierung der LebensvorgSnge bei der lebensmittel- 
technologischen Verarbeitung dieser Praparationen nicht verhindert 
werden kann. 



Erf indungsgemaB werden daher ausschliefllich lyophilisierte 
Mikroorganismen verwendet, wobei diese vorzugsweise einen Rest- 
gehalt an NShrstoffen oder anderen Beimengungen von weniger als 10 
%, besonders bevorzugt weniger als 5 %, meist um 3 % auf. 

GemSfl der vorliegenden Erfindung werden die lyophilisierten 
Mikroorganismen direkt in die geeigneten Trager- und Hiillstoffe 
eingebracht (z.B. eingeschmolzen ) , wodurch diese Stoffe sofort 
ihre Schutzwirkung entfalten k5nnen und ein Kontakt zur Umgebungs- 
luft (und der darin enthaltenen Feuchtigkeit ) weitgehend vermieden 
wird. Durch die erf indungsgemaflen Trager- und Hilfsstoffe wird 
also eine luftdichte und wasserabstofiende Einbettung der lyophili- 
sierten Mikroorganismen ermoglicht, wodurch die Lagerstabili tat 
der gewonnenen Formulierungen gegenUber den bisher in der 
Lebensmitteltechnologie verwendeten Praparaten entscheidend ver- 
bessert wird. Die erf indungsgemSSen probiotischen Formulierungen 
aus lyophilisierten Mikroorganismen und TrSger- und HOllstoff wei- 
sen daher einen a^-Wert von unter 0,1, vorzugsweise zwischen 0,05 
und 0,1, auf. Ermittelt werden diese Werte durch Messung der ErH 



Uberraschenderweise haben diese Tr^igerstof f e auch exnen 
Magensaf tresistenz-verleihenden Effekt auf die Mikrooraani 

■ 'if^se. Tr^qerstof f o rricql IchoM .f f e.:\s i --t . 1 -.-f ^-tt t i z 1 

SchurzhullB, welche di;rc[i dip Mngensatte mczhx.. oaer i;ur 1q 
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gegriffen wird, urn die Bakterien, sodaB diese in hoher Keimzahl in 
den Darm gelangen konnen. 

Als lyophilisierte Mikroorganismen werden im besonderen StSmine aus 
den Familien Lactobacteriaceae , vorzugsweise aus den Gattungen 
Streptococcus, Lactobacillus, Enterococcus und Bifidobacterium, 
und Enterobacteriaceae, vorzugsweise aus den Gattungen Enterob- 
acter und Escherichia in den erf indungsgemaBen Formulierungen ver- 
wendet, wobei die Arten Lactobacillus delbruckii subsp* bulga- 
ricus, Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus casei subsp. 
casei, Lactobacillus helveticus, Lactobacillus lactis, Lactob- 
acillus salivarius, Lactobacillus plantarum. Streptococcus sali- 
varius subsp. thermophilus, Enterococcus faecium, Bifidobacterium 
bifidum. Bifidobacterium infantis. Bifidobacterium longum ( sowie 
weitere Bif idobakterium-Arten ) und physiologische Escherichia coli 
sowie Mischungen dieser Mikroorganismen besonders bevorzugt sind. 

Bei den erwShnten Arten ist ihre physiologisch bedeutsame probio- 
tische Wirkung schon hinlanglich beschrieben worden; ihre 
lebensmitteltechnisch groBe Bedeutung macht sie zu bevorzugten 
Mikroorganismen im Rahmen der vorliegenden Erfindung. 

Die erf indungsgem^Se Formulierung umfaSt gunstigerweise welters 
Formulierungshilf sstof f e oder technisch notwendige Hilf sstof f kom- 
ponenten, wie Emulgatoren (z.B. Ei- und So j a - Lecithin ) und 
Antioxidantien (z.B. Ascorbylpalmitat und div. Tocopherole ) . Die 
eingesetzte Konzentrat ion dieser Stoffe richtet sich nach den 
lebensmitteltechnologisch gangigen Mengen . 

Die erf indungsgemaBe probiotisch wirksame Formulierung umfaBt in 
der Kegel 

1 bis 90 Gew.-%, vorzugsweise 1 bis 30 Gew.-%, durch 

. ; ■ ^ - , ^ ^ ^ o ^- * M ^ o n r r: a n i STTiP. n 



0 bis 5C Gew . - i 



/orzugsweise ^ t^xs 



Hi ^ t ss to! I f 



rip.p ^'-^sT-ior^ hovr^rr' I'TtP rrcbinti<^rh wirksame Formul ierunq umfaBt 
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acillus acidophilus und Schokolade. 



Besonders bevorzugt sind Formulierungen, welche 10 bis 25, insbe- 
sondere 15 bis 23 Gew.-%, an lyophilisierten Mlkroorganismen 



auf weisen. 

Die Erfindung betrlfft selbstverstandllch auch Lebensmittel aller 
Art, welche eine erf indungsgemSSe probiotisch wirksame 
Formulierung umfassen, insbesondere Ref ormprodukte, welche diate- 
tisch besonders wertvoll sein miissen. Besonders bevorzugt sind 
MUsliprodukte, Musliriegel, Ballaststof fprodukte, Sojaprodukte und 
diatetisch besonders anspruchsvolle Konditor-Waren. 

Gemas einem weiteren Aspekt betrifft die vorliegende Erfindung die 
Verwendung der erf indungsgemaBen probiotisch wirksamen Formulie- 
rungen als Zusatzstoffe fur Lebensmittel oder Arzneimittel , insbe- 
sondere zur Herstellung einer Praparation oder eines Lebensmittels 
zur UnterstUtzung der Behandlung von Stttrungen der Darmflora. 

Eine ganz besonders bevorzugte Ausf uhrungsf orm der vorliegenden 
Erfindung betrifft ein SchokomUsli , welches die folgende Zusam- 
mensetzung auf weist: 

70 bis 90 Gew.-% Getreidef locken 
1 bis 15 Gew.-% Nusse und Trockenf ruchte, 
1 bis 10 Gew.-% Kohlehydrate, vorzugsweise umfassend 

Sirupe als Bindemittel , 
1 bis 10 Gew.-%, vorzugsweise 2 bis 5 Gew.-%, erf indungsge- 

maI3e probiotische Formulierung 
0 bis 1 Gew.-%, Arcmen 
0 bis 0,01 Gew.-% Antioxidantien 



^icne genieBbare Sarten verwender werden, vorzugsweise naturiich 
Haselnusse, Walnusse, Kokosnusse, Mandeln, Pecannusse und Erd- 
ntisse . 
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Das erf indungsgem&Be MOsli kann zusatzlich Fruchte aller Art, vor 
zugsweise getrocknete FrUchte, enthalten. Bevorzugt sind dabei Ro 
sinen, getrocknete bzw. gepulverte Pfirsiche, Marillen, Orangen, 
Zitronen, Apfel und Birnen. 

Das Musli kann zusatzlich noch geeignete Bestandteile, wis z.B. 
Aromastof fe, SUBstoffe, weitere Ballaststof f e, Vitamine, Mineral- 
stoffe, extrudierte Cerealien-Produkte, enthalten. 

Ein welters bevorzugtes MQsli gemaB der vorliegenden Erfindung 
enthalt : 

30 bis 90 Gew.-% Haferflocken und Nusse 

1 bis 70 Gew.-%, vorzugsweise 1 bis 20 Gew.-%, Schokolade- 

komponenten, wobei diese zumindest 1 Gew.-% einer pro- 
biotisch wirksamen Formulierung mit Schokolade als 
Trager- und Hullstoff enthalten, 

0 bis 69 Gew.-%, vorzugsweise 1 bis 30 Gew.-% Fruchtanteile 

0 bis 20 Gew.-% Zucker und 

0 bis 20 Gew.-% sonstige Bestandteile . 

Schokoladekomponenten sind beispielsweise Milchschokolade, Koch- 
schokolade, Kakao, extrudierte Schokolade, Bitterschokolade, Scho 
koflocken oder -streusel, aber auch geeignete Schokolade-Ersatz- 
stoffe, wie z.B. Carobin, und naturiich eine erf indungsgemSBe pro 
biotisch wirksame Praparation, bei welcher die durch Trocknung 
stabilisierten Mikroorganismen in Schokolade eingeschmol zen sind. 

Ein weiteres spezielles erf indungsgemSSes Musli enthalt: 

50 bis 70 Gew.-% Getreidef locken und NOsse 

1 bis 40 Gew.-%, vorzugsweise 10 bis 20 Gew.-%, Schokolade- 

: r - ^- ^ ■ - - ■ , - o c-; t" 1 n^n - ?- 



2 bis 15 Gew. 
0 bis 10 Gew. 



bruchtanteile 
-% Zucker und 
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Das erflndungsgemaBe MUsli weist elne abgestlmmte Komposition der 
Bestandteile auf, welche eine gute probiotische Wirkung der er- 
f indungsgemaSen Formullerung besonders unterstlitzt . 



Vorzugsweise ist das MUsli als Knabberprodukt fonnuliert, wobel 
Zuckersirupe als Bindemittel zur Agglomeration der MUslibestand- 
teile dienen und ein BackprozeB dem Musli selbst einen typischen 
Geschmack und den erforderlichen niedrigen Restwassergehalt , somit 
niedrige Wasseraktivitat ( a^-Wert <0, 3 ) verleiht. Das beschriebene 
MUsli kann demjenigen gemSB dem Stand der Technik zur Herstellung 
von Fruhstuckscerealien entsprechen, wobei die Aufbringung der 
erfindungsgemSBen Formulierung auf das Sirup-gebundene MUsli ge- 
sondert erfolgen kann. 



Die Herstellung der erf indungsgemaBen probiotisch wirksamen Formu- 
lierungen erfolgt vorzugsweise derart, daB die durch Lyophilisie- 
rung stabilisierten Mikroorganismen in den TrSgerstoff ein- 
geschmolzen bzw. im Falle von flUssiger oder breiiger Konsistenz 
des Tragerstoffes, in diesem Trfigerstoff suspendiert werden und 
anschlieBend der Mikroorganismen enthaltende TrSgerstoff mit den 
Ubrigen Komponenten der Formulierung gemischt (vorzugsweise 
granuliert) und gegebenenf alls verarbeitet und/oder verpackt wird. 

Die Erfindung wird anhand der nachfolgende Beispieie, auf die sie 
jedoch nicht beschrankt sein soli, noch welter erlautert. 



Beispieie : 



1.: Herstellung der probiotisch wirksamen Schokolade-PrSparatior 

Ein L.acidophilus-Lyophilisat mit elnem Lebendkeimgehalt von ca. 
6,6 X 10* KbE (KbE= Kolonie-bildende Einheiten) pro Gramm wurde 



i:v.ixierung wurae aiese Tiitteis Hobe^ zerKieiner- Pai t iKelgroiie : 
0,5 ~ 5,0 mm) . 
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2.: Herstellung eines erf indungsgemaBen Schoko-MUsli 

Ein Schokoruusli der folgenden Zusammensetzung wurde durch Mischung 
der angegebenen Komponenten in einem Kubusmischer (Fa. Erweka) 
hergestellt : 
Bestandteile: 

Getreidef locken und Nusse 63 
Rosinen ^ 
Milchschokolade 2 , 5 

extrudierte Schokolade 1,5 
Kochschokolade ^ 
Schokolade mit L . acidophilus 18 
Kakao 1 
Zucker 



2 



Gesamt 

3.: Keimgehalte im fertigen Acidophilus-Schokomusli : 

Die Bestimmung der Keimzahl erfolgte nach dem Koch ' schen Platten- 
verf ahren . 

Der Lebendkeimgehalt an Lactobacillus acidophilus wurde auf 
Rogosa-Agar mittels Plattierung verschiedener Verdunnungen des 
Ausgangsmaterials bestimmt. Die Flatten wurden fiir 72 h bei 37'C 
im anaeroben Milieu inkubiert und die erhaltenen Kolonien gezahlt, 

Ergebnis : 

Lebendkeimzahl in KbE/g 
L. acidophilus 2,0 - 5,0 x 10^ 



Das Schokomusli mit der er t indung sgemaBei i prcoiotiscn wirksamer^ 
Formulierung wurde einer Gruppe von sechs Testpersonen in einem 

rnmdversuch Vorkcr^tun- vcrqolect. Air Verale i chsprodukt dien- 
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urteilt wurden die sensorischen Eigenschaf ten der Produkte. Beson- 
dere Beachtung wurde auf die Untersuchung nach etwaigem Vorhanden- 
sein von Fremdgeschniack im MOsli gelegt . FUr die Verkostung wurden 
jeweils 50 g MOsli mit 100 ml temperierter Milch (ca. 25-C) ge- 
mlscht • 



en 



von alien Testern wurde das SchokomUsli mit den erf indungsgemafi 
probiotisch wirksamen Formulierungen positiv bewertet. Es wurde 
als awsreichend und angenehm nach Schokolade schmeckend beurtellt 
und einhelllg als "SchokomUsli" bezeichnet. Ein stOrender Fremd- 
geschmack wurde von keiner der Testpersonen f estgestellt . 

Das Vergleichsprodukt Haas-Schokomusli in bestehender Form wurde 
von den Testern als typisches Miisli, ohne ausgepr&gte Oder abwei- 
chende Geschmackseigenschaf ten, charakterisiert . 

5.: Untersuchungen zur Magensaf tresistenz der erf indungsgemsaen 
Schokomtisli : 

Bestimmung der Uberlebenskeimzahl nach Inkubation in 0,1 N HCl 

Zur Simulation einer Magenpassage wird 1,00 g der MQsli-Probe mit 
94,0 ml 0,1 N HCl versetzt und 1 h am SchUttelwasserbad (Firma 
GFL, Type: 1083) bei 37'C inkubiert. AnschlieSend wird mit 2 ml 5 
N NaOH und 3 ml einer wSBrigen 1 M Na ^HPO ^ -Losung neutralisiert 
(ca. pH 7-10). Die Bestimmung der Oberlebenskeimzahl erfolgte 
gleichfalls auf Rogosa-Agar (anaerobes Milieu, 72 h, 37°C). 

Ergebnisse 

Keimzahlbestimmunq 
Lyophilisat 6,6 X 10 Vg 

nach Magenpassage negativ in 0,1 g 



:^idcr^i Magenpassage 
Schoko-Masli mit Lyophilisat 
nach Magenpassage 



1.0 X 1 0 V g 
9,0 X lOVg 

n p q :1 : \' i p o 
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Die Ergebnisse zeigen deutlich, daB mit der erf indungsgemSSen pro- 
biotisch wirksamen Schoko-Formulierung eine erheblich grOfiere 
Lebendkeimzahl nach der Magenpassage erreicht warden kann und die 
in Schokolade eingeschinolzenen Bakterien gegen 0,1 N HCl geschiitzt 
sind. 

Eine Lebendkeimzahl nach der Magenpassage, welche gemSB der vor- 
liegenden Erfindung urn das mindestens 10-fache, vorzugsweise um 
das mindestens 100- f ache, insbesondere um das mindestens 1000- 
fache, Uber den mit der reinen, getrockneten Mikroorganismen- 
Praparation liegt, ist also ohne weiteres mit den erfindungs- 
gemaBen Formulierungen erzielbar. 

6. : Herstellung einer probiotisch wirksamen Trager- und HUllstof- 
formulierung mit L. acidophilus und CEBES 

Ein Lyophilisat von Lactobacillus acidophilus ( L. acidophilus 74-2, 
Wiesby) mit einer garantierten Keimdichte von 1,0 x 10^^ KbE/g 
wurde in einer Menge von 500 g in einer Trager- und Htillstoff- 
schmelze, bestehend aus 2500 g CEBES*^ ( laurischer Kakaobuttersub- 
stitut, Aarhus die, DK ) und 25 g Ronoxan'" ( Hof f mann-LaRoche, CH ) 
bei einer Temperatur der Schmelze von 40 "C eingebracht und ge- 
mischt - 

7. : Herstellung eines erf indungsgemaBen Nlusli mit L. acidophilus 

45,5 kg trockenes Kuspermusli ( Firma Haas, AT) wurde in einem Dra- 
gierkessel mit der in Beipiel 6 erhaltenen Formulierung uberzogen. 
Diese Teil-Charge wurde auf 1000 kg Gesamtmenge mit unbehandeltem 
MUsli ergSnzt, ruckgemischt und verpackt. 

8. : Keimzahl-Monitoring 



. ■ r iTiu 1. . ..■ .. j * ^:iu.i.:. • ..... 

- Teilcharge gemaB Beispiei 7: j,o x ' KbE/g 

- Fertigprodukt gemaB Beispiei 7: 1,2 x 10^ KbE/g 
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Plattenguflverfahren aus verschiedenen Verdiinnungsstuf en des Au 
gangsmaterials bestimmt. Die Flatten wurden fiir 72 h bei 37 '>c ± 
anaeroben Millieu inkubiert und die erhaltenen Kolonien ausgewer 



s- 
m 



tet. 



9. : Sensorik: 



Sensorisch war das fertige MUsli 
Haas, AT) nicht zu unterscheiden 
texturellen Eigenheiten auf. 



vom Vorprodukt ( Haas-Mlisli , Firma 
und wies dessen Aroma sowie 
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Anspruche : 

Probiotisch wirksame Formuiierung enthaltend durch Lyophili- 
sierung stabilisierte Mikroorganismen und lebensmitteltechni- 
sche Trager- oder Hullstoffe, welche den lyophiiisierten 
Mikroorganismen einen Magensaf t-Durchtritt in einer zumindest 
um das Zehnfache htiheren Keimzahl, verglichen mit der reinen, 
getrockneten Praparation, ennttglichen, wobei die lyophiiisier- 
ten Mikroorganismen in den TrSger- oder Hullstoffen einge- 
schmolzen oder, im Falle von flussiger oder breiiger Konsi- 
stenz der TrSger- oder HUllstoffe, in diesen Trager- oder 
Hullstoffen suspendiert sind. 

Probiotisch wirksame Formuiierung nach Anspruch 1, dadurch 
gekennzeichnet, daB sie Pf lanzenf ette bzw. Pf lanzenf ett- 
produkte als Trager- oder Hullstoff enthalten 

Probiotisch wirksame Formuiierung nach einem der Anspruche 1 
Oder 2, dadurch gekennzeichnet , daS die lyophiiisierten 
Mikroorganismen ausgewShlt sind aus den Familien Lactobacte- 
riaceae, vorzugsweise aus den Gattungen Streptococcus, 
Lactobacillus, Enterococcus und/oder Bifidobacterium, und Ent- 
erobacteriaceae, vorzugsweise aus den Gattungen Enterobacter 
und/oder Escherichia . 

Probiotisch wirksame Formuiierung nach einem der Anspruche 1 
bis 3, dadurch gekennzeichnet , daB die lyophiiisierten 
Mikroorganismen ausgew^hlt sind aus den Arten Lactobacillus 
delbrlickii subsp. bulgaricus, Lactobacillus acidophilus, 
Lactobacillus subsp. casei, Lactobacillus helveticus, Lactob- 
acillus lactis, Lactobacillus salivarius, Lactobacillus plan- 
tarum. Streptococcus salivarius subsp. thermophilus , Entero- 
^^^^^^j^ Bifidobacterium bifidun. Bifidobacterium in- 



i). Probiotxsch wirksame Formuiierung nach emem der Anspruche 1 
bi R 4 , umf assend 
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Lyophilisation stabilisierte Mikroorganismen, 

- 10 bis 99 Gew.-%, vorzugsweise 70 bis 90 Gew.-%, lebens- 

mitteltechnische TrSger- und HUllstoffe und 

- 0 bis 50 Gew.-%, vorzugsweise 1 bis 5 Gew.-%, Hilfsstoffe 

6. Probiotisch wirksame Formulierung nach einem der AnsprOche 1 
bis 5, dadurch gekennzeichnet, sie als TrSger- oder HUllstoffe 
vollstandig hydrierte und wasserfreie Pf lanzenf ette umf aBt. 

7. Probiotisch wirksame Formulierung nach einem der Anspriiche 1 
bis 6, dadurch gekennzeichnet, sie als Trager- oder HUllstoffe 
Kakao-Produkte, insbesondere Kakabutter oder Schokolade, umfaSt. 

8. Probiotisch wirksame Formulierung nach einem der Ansprtiche 1 
bis 7, dadurch gekennzeichnet, daS sie lyophilisierte 
Mikroorganismen der Art Lactobacillus acidophilus und Schokolade 
umf aBt . 

9. Probiotisch wirksame Formulierung nach einem der Anspruche 1 
bis 7, dadurch gekennzeichnet, daB sie lyophilisierte 
Mikroorganismen der Art Lactobacillus acidophilus, vollstandig hy- 
drierte, wasserfreie Pf lanzenf ette und gegebenenf alls Antioxidan- 
tien und Emulgatoren umfaBt. 

10. Verwendung von probiotisch wirksamen Formulierungen nach einem 
der AnsprOche 1 bis 9 als Zusatzstoffe fur Lebensmittel . 

11. Lebensmittel und GenuBmittel, insbesondere Reformprodukte, 
welche eine probiotisch wirksame Formulierung nach einera der An- 
sprUche 1 bis 9 umfassen. 

12. Musli, umfassend: 

70 bis 90 Gew.-* Getrp i dp f l o-kr"^ 



Sirupeii aiii Bindemi tte* , 
1 bis 10 Gew.-%, vorzugsweise 2 bis 5 Gew.-%, probiotische 
Formulierung nach einem der AnspriJche ] bis 9 
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0 bis 1 Gew.-%, Aromen 

0 bis 0,01Gew.-% Antioxidantien 

13. Schokomusli, welches die folgende Zusammensetzung aufweist: 
30 bis 90 Gew.-% Haferflocken und NOsse 

1 bis 70 Gew.-%, vorzugsweise 1 bis 20 Gew.-%, Schokolade- 

komponenten, wobei diese zumindest 1 Gew.-% einer pro- 
biotisch wirksamen Formulierung nach einem der 
Anspruche 1 bis 9 enthalten, 

0 bis 69 Gew.-%. vorzugsweise 1 bis 30 Gew.-% Fruchtanteile 

0 bis 20 Gew.-% Zucker und 

0 bis 20 Gew.-% sonstige Bestandteile . 

14. Schokomusii, welches die folgende Zusammensetzung aufweist: 
50 bis 70 Gew.-% Haferflocken und Nusse 

1 bis 40 Gew.-%, vorzugsweise 10 bis 20 Gew.-%, Schokolade- 

komponenten, wobei diese zumindest 1 Gew.-% einer pro- 
biotisch wirksamen Formulierung nach einem der 
Anspruche 1 bis 9 enthalten, 

2 bis 15 Gew--% Fruchtanteile 
0 bis 10 Gew.-% Zucker und 

0 bis 10 Gew.-% sonstige Bestandteile. 
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